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Nouvelle cyclosporine ayant un profil 
d^activite ameliore 



La presente invention traite d'une nouvelle cyclosporine (Cs) de 
son utilisation pharmaceutique ainsi que d'une composition 
pharmaceutique la comprenant. 



Les Cs sont une classe de undecapeprtdes cycliques, poly-N- 
methyles, possedant plusieurs activites pharmacologiques, en 
particulier ce sont des agents immunosuppresseurs, anti- 
inflammatoires, anti-parasitiques, suppresseurs de resistance aux 
15 drogues (anti-MDR) et anti-virales. La premiere cyclosporine 
isolee a partir d'une culture de champignon est la cyclosporine A, 
que I'on trouve a I'etat naturel et qui est representee par la 
formule suivante: 

20 Structure de la cyclosporine A 

10 11 1 2 3 

MeLeu MeVal MeBmt Abu Sar 

I 

9 MeLeu 

oJAla Ala MeLeu Val MeLeu 

8 7 6 5 4 

Abu = acide L-a-Aminobutyrique 

Ala = L- Alanine 

25 MeBmt = N-Methyle-(4R)-4-[(E)-2-butenyl]-4- 

methyle-L-threonine 
Leu = L-Leucine 



COPIE DE CONFIRMATION 
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MeLeu 


~ N-Metnyie-L-ieucine 


MeVal 


= N-Methyle-L-valine 


Nva 


= L-Norvaline 


Sar 


= Sarcosine 


Thr 


= L-Threonine 


Val 


= L-Valine 



Les acides amines decrits suivant leur abreviation 
conventionnelle sont de configuration L a moins qu'il en soit 
10 specific autrement. 

Depuis que cette premiere cyclosporine a ete decouverte un grand 
nombre d'autres varietes ont ete isolees et identifiees de meme 
que des varietes non naturelles obtenues par des methodes 

15 synthetiques ou semi-synthetiques, ou meme par I'appiication de 
techniques de culture modifiees. La production de la cyclosporine 
A est decrite par [Kobei et al. European Journal of applied 
Microbiology and biotechnology 14,237-240 (1982)]. On decrit aussi 
la fabrication de cyclosporines artificielles produites par methode 

20 purement synthetique developpee par R. Wenger - voir Traber et 
al. 1, Traber et al. 2 et Kobel et aL, US 4,108,985; 4,210,581; 4,220,641; 
4,288,431; 4,554,351 et 4,396,542; EP 34 567 et 54 782; WO 86/02080; 
Wenger 1, Transpl. Proc.l5, Suppl. 1:2230 (1983); Wenger 2, 
Angew. chem. Int. Ed., 24,77 (1985); et Wenger 3, Progress in the 

25 chenaistry of organic Natural Products 50, 123 (1986). 

La cyclosporine A (CsA), isolee il y a 20 ans a partir du 
Tolypocladuim inflatum possede une forte activite 
immunosuppressive. Elle a revolutionne la transplantation 
30 d'organes et est couramment utilisee dans le traitement de 
maladies auto-immunes. Pour une vision recente de Tutilisation 
de la CsA et ses mecanismes d'action voir Wenger et al: 
Cyclosporine Chemistry, Structure-activity relationships and 



BNSDOCID: <WO_0001715A1J_> 



wo 00/01715 PCT/IB99/01232 



Mode of action, Progress in Clinical Biochemistry and Medecine, 
Vol. 2, 176 (1986). 

L'effet therapeutique de la CsA resulte principalement en la 
5 suppression selective de I'activation des lyniphocytes T. Cette 
activite immunosuppressive s'explique par le fait que la CsA se 
lie a un recepteur proteique intracellulaire, la cyclophiline A 
(CyP) formant un complexe CyP-CsA qui va interagir avec la 
calcineurine (CaN) et inhiber ainsi son activite phosphatase. 
10 Ainsi la transcription de families de genes a activation precoce 
sera bloquee (cf:0'Keefe, S.J; Tamura, J; Nature 1992,357, 692-694). 

Le sujet de la presente invention est la production d'une 
nouvelle cyclosporine a forte activite inhibitrice du HIV-1 (virus 
15 de I'immunodeficience humaine), n'ayant pas I'activite 
irrununosuppresive de la CsA. 

La mode d'infection de HIV de type 1 est unique parmi les ■ 
retrovirus car il necessite I'incorporation specifique dans son 

20 virion de la proteine cellulaire CyP qui va interagir avec la 
polyproteine Gag (cf: Eltaly Kara Franke, Bi-Xing Chen Journal of 
virology, sept. 1995. Vol 69, N°9). H est connu que la CyP se lie a la 
CsA et la CaN en un complexe ternaire. Cependant la fonction 
native de la CyP est de catalyser I'isomerisation des liaisons 

25 peptidyl-prolyl, une etape limitante et importante dans le 
processus permettant aux proteines d'acquerir une structure 
tridimensionnelle definitive. La CyP protege egalement les 
cellules contre les chocs thernuques ou sert de proteine 
chaperonne. Au contraire de la CsA, le produit du gene Gag du 

30 HIV-1 interdit la formation d'un complexe ternaire avec la CyP et 
la CaN. En fait, le virus HIV a besoin de la Cyp pour se lier avec le 
produit du gene Gag de maniere a constituer ses propres virions 
(Cf: Franke, E.K; 1994 Nature 322:359-362). En presence de CsA il y a 
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competition directe avec la polyproteine issue du gene Gag de 
HIV-1 pour se lier a la CyP. Cette CsA va agir a deux niveaux sur 
la replication du cycle viral. Tout d'abord au niveau de la 
translocation vers le noyau du complexe preintegre puis dans la 
5 production de particules virales infectieuses. 

Le brevet US 4,814,323 decrit deja une activite anti-HIV de la CsA, 
cependant celle-ci presente aussi une forte activite 
immunosuppressive qui n'est pas souhaitee pour le traitement 

10 des patients infectes par le virus HIV. Recemment un autre type 
de cyclosporine a ete developpe , il s'agit de derives en position 4 
tels que Melle^ Cs, MeVal*^ Cs, ou (4-OH) MeLeu^-Cs pour ne citer 
que les substances les plus anti-HIV et les moins 
immunosuppressives. Le derive [(4-OH) MeLeu*-Cs] est 

15 synthetise par oxydation de la cycloporine A a I'aide d'un 
microorganisme. Un autre brevet WO 97/04005 emploie la 
methode de preparation du brevet EP 484 281 ainsi que et la 
methode developpee par Seebach EP 194972 afin de produire des 
derives en position 3, tel que par exemple la (D)-MeSer^-(4- 

20 OH)MeLeu'^-cyclosporine. Cette substance possede une meilleures 
affinite a la CyP, mais ne possede plus qu'une activite anti-HIV 
limitee par rapport au derive de reference Melle'^-CS (NIM 811). Le 
caractere plus hydrophile de cette substance empeche sa 
penetration dans les cellules et dans Torganisme. Ceci se reflete 

25 directement sur Tactivite anti-HIV reduite de cette substance (cf. 
Christos Papageorgiou, J.J. Sanglier et Rene Traber - Bioorganic & 
Medicinal Chimistnj Letters, Vol 6, N°l, pp 23-26, 1996). 

Les substances decrites dans cette invention presentent le double 
30 avantage de conserver la meme affinite a la Cyp que celle 
observee pour la [(4 - OH) Meleu^]-Cs ou la cyclosporine A tout en 
ayant une activite anti-HIV identique voire superieure a celle des 
derives de references (MeVal'^-Cs ou Melle'^-Cs) et nettement 
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superieure a I'activite anti-HIV de la cyclosporine A ou de la (4 - 
OH) MeLeu*-CS. Le sujet de ['invention est de fournir une 
nouvelle cyclosporine, n'ayant pas I'activite immunosuppressive 
de la CsA et possedant un profil d'activite ameliore. Cette 
5 nouvelle famille de Cs est caracterisee par la formule (I): 

^ X U— Y Z— Val — MeLeu — Ala — (D) Ala— MeLeu— MeLeu— MeVal— 

12345 6 7 8 9 10 



( I ) 



10 dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 
U est -Abu, Nva, Val, Thr 

YestSar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
Z est (N-R)aa ou aa={Val, He, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OG,), 
Phe (G2), PheCH^CGs), Tyr (OG3)} avec R={alkyl > CH3}; 
Gi={Phenyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 
G2={CH2COOH, CH^COOMeCEt)}; CH.PO(OMe)2, CHzPOPH)^ 
G3= {PO(OH)2, PO(OCH2CH=CH2),, CH^COOH, CH^COOMe (Et) } 



15 



Ainsi en remplagant le groupement MeLeu naturel en position 4 
par un groupement N-(alkyl) aa (ou alkyl > CH3), on ameliore 
I'activite anti-HIV 1 de ce ce derive. 

La nouvelle molecule de cyclosporine ainsi obtenue offre 
25 I'avantage inattendu et surprenant de presenter une bien 
meilleure stabilite a la metabolisation que toutes les autres 
cyclosporines connues jusqu'a present. 

Cette nouvelle molecule resiste beaucoup mieux aux 
30 phenomenes d'oxydation et de degradation qui ont lieu dans la 
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cellule. De ce fait, la duree de vie "in vivo'' de cette nouvelle N- 
alkyl aa Cs se trouve particulierement prolongee, 

De plus, cette nouvelle N-alkyl aa^ cyclosporine possede une 
5 affinite elevee pour la CyP et presente une activite anti-HIV egale 
ou superieure aux meilleures cyclosporines existantes. 

La figure 1 represente la structure generale de cette nouvelle 
cyclosporine, Les groupements Rl, R2, R3 et R4 seront largement 

0 decritsa la Table HI. Ainsi en transformant ces 4 positions cles il a 
ete possible de conserver une tres bonne affinite a la cyclophiline, 
et d'empecher la formation d'un complexe ternaire avec la CaN et 
surtout d'augmenter de maniere particulierement avantageuse sa 
stabilite a I'oxydation enzymatique et par consequent son activite 

5 anti-HIV . 

Cette nouvelle cyclosporine est done principalement caracterisee 
par la presence en position 4 d'un residu avec R > CH3 et 
R < -Cxo ^2v utilisera comme substituant de Tazote par 
exemple I'ethyle, le propyle, le butyle ou le pentyle, mais ces 
exemples ne sont pas limitatifs. Cette nouvelle cyclosporine est 
particulierement active lorsque le residu en position 4 est un 
acide amine N-ethyle (voir dessins 2et3). 

L'invention revendique egalement la composition 
pharmaceutique de la substance telle que decrite par la formule 
(I). Celle-ci peut-etre associee a une solution acceptable d'un point 
de vue pharmaceutique. La formule galenique ainsi produite 
permet d' augmenter la solubilite dans Teau ou de maintenir la 
compostion sous forme de microemulsions en suspension dans 
Teau. Le but de cette invention est egalement de foumir un 
nouveau medicament qui peut etre utilise par exemple dans le 
traitement et la prevention du SIDA (syndrome 
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d'immunodeficience acquise). On utilisera tout particulierement 
la cyclosporine modifiee en position 4 par un residu Z etant 
N-ethyle-Valine pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention du SIDA. L'application pour la 
5 prevention du SIDA n'est pas limitative. Cette substance peut 
aussi etre employee par exemple pour ses proprietes anti- 
inflammatoires. 

En ce qui conceme le procede de fabrication de cette nouvelle 
10 cyclosporine nous avons utilise les techniques classiques decrites 
dans la litterature ainsi que certaines methodes specifiques 
developpees en laboratoire. 

Le procede de synthese de la CsA est decrit dans : R.Wenger 
15 (Helv. Chim. Acta Vol 67 p. 502-525 (1984)). Le procede 
d'ouverture de la cyclosporine A protegee (OAc) est decrit dans 
Peptides 1996. La molecule de CsA est traitee par le reactif de 
Meerwein (CH3)30BF4 puis scindee par traitement a I'acide dans le 
methanol ou hydrolysee par I'eau, afin de la transformer en un 
20 peptide lineaire de 11 residus d'acides amines: H-MeLeu-Vai- 
Meleu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar- 

OCH3. Ce procede a ete presente a la conference Internationale de 
la societe europeenne des Peptides (EPS-24) a Edimbourg 8-13 
septembre 1996 et public dans PEPTIDES 1996 par R.Wenger . Ce 
25 peptide lineaire est ensuite traite selon le procede classique de 
Edman afin de scinder son dernier residu d'acide amine (MeLeu) 
et de foumir notre produit de depart: le decapeptide H-Val- 
MeLeu-Ala-(D) Ala-Meleu-MeVal-MeBmt(0 Ac)- Abu-Sar-OMe . Ce 
produit est ensuite utilise dans les etapes suivantes: 

30 
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Preparation de (1) (protection): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeValMeBmt(OAc) 
-Abu-Sar-OMe (1) 

A une solution de 2.83 g (2.46 mmoles) du decapeptide H-Val- 
MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-Ome 
dans 120 ml de dioxane sont ajoutes 0,72 ml (4.18 mmoles) d'une 
solution de diisopropylethylamine et 0.65 g (2.95 mmoles) de Boc 
anhydride dans 50 ml de dioxane. On rajoute 17 ml d'eau a la 
solution qui est melangee pendant 2 heures a temperature 
ambiante. Le soivant est alors evapore et le melange reactif 
resultant est dissous dans 300 ml d'acetate d'ethyle puis lave 3 x 
avec une solution a 5 % d'acide citrique, 3 x avec une solution 
saturee en NaHCOj et enfin 3 x avec une solution en NaCL Les 
phases organiques sont sechees au moyen de Na2 SO4 anhydre, 
filtrees et le soivant est finalement evapore sous vide. On obtient 
ainsi 3 g (98%) du decapeptide protege (Boc-decapeptide-methyle 
ester). 

20 Le produit est ensuite utilise pour les voies de synthese suivantes 
sans etape de purification supplementaire. Cette substance est 
hydrolysee puis activee et condensee avec 1 acide amine 
correspondant afin de produire un nouveau peptide a 11 residus, 
produit de depart pour la cyclisation et la production d'une 

25 nouvelle cyclosporine aux proprietes desirees. 

Preparation de (2) (Hydrolyse de Tester): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeValMeBmt(OAc) 
30 -Abu-Sar-OH (2) 

A 4.08 g (3.26 mmoles) du compose precedent (I) dans 146 ml de 
tetrahydrohirane sont rajoutes goutte-a-goutte (a 15 "^C) 192 mg 
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(4.56 mmoles) de LiOH/Hp dissous dans 36 ml d'eau. On agite le 
tout a 15 °C. La reaction est complete au bout de 120 heures apres 
I'addition successive de 5 portions respectivement de 1.4 
equivalents de UOH/Hp chacunes. La solution obtenue est 

5 neutralisee par 0.1 N HCl et le solvant est ensuite evapore. Le 
produit solide recupere est alors dissout dans 500 ml d'ac^tate 
d'ethyle et lave 2 x avec une solution a 5 % d'acide citrique et 2 x 
avec une solution de saumure. Les phases aqueuses sont extraites 
4 X par I'intermediaire de 50 ml d'acetate d'ethyle et les phases 

10 organiques regroupees sont alors sechees avec du Na2S04 
anhydre, filtrees et evaporees. On obtient ainsi 3.84 g (95 %) du 
compose (2). Le produit est alors utilise sans purifications 
supplementaires. 

15 Preparation de (3) (addition d'un nouvel acide amine): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-Meleu-Meleu-MeVal-MeBmt(OAc)- 

Abu-Sar-EtVal-OtBu (3) 

6.18 g (5 mmoles) du compose (2) sont dissous dans 250 ml de 
20 dichloromethane anhydre sous argon. La solution est alors - 
refroidie et on ajoute lentement sous argon 3.9 ml de N- 
methylmorpholine (10 mmoles;pH 8.5) et 1.1 ml (10 mmoles) 
d'isobutylchloroformiate. La solution est agitee durant 15 minutes 
a -15 °C. On ajoute alors pendant 20 minutes une solution de 2.4 g 

25 (12 mmoles) de H-NEt Val-OtBu dissous dans 40 ml de 
dichloromethane ai\hydre. Le melange est alors agite 1 heure a - 
15°C, puis 1 heures a 0° C et enfin toute la nuit a temperature 
ambiante. Par la suite, on rajoute 400 ml de dichloromethane puis 
on opere a 3 extractions par une solution d'acide citrique a 5 % 

30 suivie de 3 exhractions par ime solution saturee en NaHCOj et 
enfin 3 demieres extractions avec une solution saturee en NaCl. 
Les phases organiques sont sechees avec du Na2S04 anhydre puis 
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filtrees et finalement le solvant est evapore. On recupere apres 
chromatographie 4.42 g (62 %) de undecapeptide pur. 



5 Preparation de (4) (deprotection): 

H-Val-MeLeu-Ala-(D)-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)- 
Abu-Sar-EtVal-OH (4) 

830 mg (0.58 mmole) de undecapeptide protege (4) sont dissous 
10 dans 15 ml de dichloromethane pur. A cette solution on ajoute 
pendant 3 min. a temperature ambiante 3,2 ml d'acide 
trifluoroacetique. La reaction est suivie par une HPLC qui s'avere 
complete au bout de 1 h 30. Le solvant est evapore et le restant de 
Tacide trifluoroacetique est evapore 2 x en presence d'acetate 
15 d'ethyle. 

Le produit brut (900 mg) est purifie par chromatographie [150 g de 
gel de silice (0.4-0.63)], utilisation comme eluants de 
dichloromethane/methanol/ triethylamine ( 17:3:0,05 ) pour 
20 eluer 700 mg (95 %) de undecapeptide deprotege (4) pur. 

Preparation de (5) (cyclisation): 
MeBmt(OAc)'-EtVal^-Cs (5) 

25 275 mg de TFFH (1.04 mmoles) sont dissous sous argon dans 3.45 1 
de dichloromethane anhydre. U undecapeptide deprotege (4) [438 
mg (0.347 mmole) ] est alors dissous dans 40 ml de 
dichloromethane anhydre et 0.52 ml (3.82 mmoles) de collidine y 
sont ajoutes. Cette solution de peptide legerement basique est 

30 ajoutee goutte-a-goutte a la solution de TFFH durant 20 min sous 
argon et agitation vigoureuse. Apres 1 h 30 tout le materiel de 
depart est cyclise. Pour emprisonner Texces de TFFH on ajoute 5 
ml d'eau puis la solution est evaporee. On ajoute 200 ml de 
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dichloromethane puis le tout est lave respectivement 3 x avec 
une solution 0.1 N de HCl aqueux, 3 x avec une solution de 
saumure puis seche avec du Na2S04, filtre et le solvant est 
evapore. On obtient 360 mg d'une huile jaunatre. Le produit brut 
5 est purifie par chromatographic en gel de silice en utilisant 100 g 
de gel de silice (0.04-0.0063 mm) et 1 % de methanol dans de 
I'acetate d'ethyle comme eluant. On produit ainsi 230 mg (54 %) 
du derive (5) pur. 

10 Clivage du groupe acetate de MeBmt (OAc)-EtVal*-Cs (5) et 
production de EtVal*-Cs (6): 

A une solution de 700 mg (0.562 mmole) du derive de Cs (5) dans 
28 ml de Me OH on ajoute goutte-a-goutte sous argon 1.44 ml 

15 d'lme solution 0.45 molaire de NaOCHa dans du MeOH (0.647 
mmole). [La solution de NaOCHg dans le methanol est preparee 
par addition de sodium au MeOH pur]. La reaction est complete 
apres 48 h sous agitation a temperature ambiante. Le melange est 
amene a pH 5 par addition de 50 % d'acide acetique dans I'eau. Les 

20 sol van ts sont elimines sous vide. Le produit brut est dissous dans 
200 ml d'acetate d'ethyle et extrait 2 x a I'eau. La phase aqueuse est 
reextraite avec 50 ml d'acetate d'ethyle puis les phases organiques 
combinees sont lavees 2x par une solution de saumure, sechees 
par du Naj SO4 , filtrees et le solvant est evapore. 

25 

Le produit obtenu (750 mg) est chromatographic sur 180 g de gel 
de silice (0.04-0.063 mm) en utilisant une solution 
d' acetone /hexane 1:1. (fractions de 20 ml). On produit ainsi 550 
mg (82 %) de (EtVal^ ) Cs (6). 

30 
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Preparation de H-EtVal-Ot-Bu: 

A une suspension de 5 g (23.8 mmoles) de H-ValOtBu x HCl dans 
1 1 de trimethyloxoformiate, on ajoute sous argon 4.1 ml (23.83 

5 mmoles) de diisopropylethylamine. Au bout de 10 minutes la 
suspension devient claire. A cette solution on ajoute goutte-a- 
goutte en conditions anhydres 13.5 ml (0.24 mmole) 
d'acetaldehyde dissous dans 30 ml de trimethyloxoformiate. La 
reaction est agitee pendant 45 minutes sous argon a temperature 

10 ambiante. 

En utilisant un faible vide on elimine Texces d'acetaidehyde par 
evaporation durant 1 h 30. A cette solution, on ajoute sous argon 
25 g (0.112 mmole) de NaBH(OAc)3 solide. Apres 15 minutes la 
15 solution est refroidie a 0°C et on ajoute lentement 500 ml d'une 
solution aqueuse d'HCla 2%. 

Le trimethyloxoformiate est evapore sous vide et le reste de la 
solution aqueuse est dilue dans 300 ml d'eau. Cette solution est 

20 alors extraite 2 x avec 100 ml de diethylether. La phase organique 
est ensuite reextraite 3 x avec une solution de HCl aqueux a 0.1 N. 
Les phases aqueuses recombinees sont refroidies a 0°C, puis le pH 
est amene a 9 au moyen de NaOH(2N). La solution devient alors 
trouble. La suspension aqueuse est extraite 4 x au moyen de 100 

25 ml de diethylether. Les phases organiques recombinees sont 
ensuite sechees par le Naj SO4 filtrees et le solvant est finalement 



4J2 g d'une huile jaunatre resultant de cette etape sont purifies par 
30 chromatographie en utilisant 900 g d'un gel de silice (0.04-0.063 
mm) ainsi qu'un melange d'hexane/ acetate d'ethyle 8:2 comme 
eluant. On obtient finalement 3.13 g (65 %) de H-EtLeu-OtBu pur. 



evapore. 
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Les resultats de la table I montrent Taffinite des derives de Cs a la 
cyclophiline A dans un test ELISA competitif decrit par 
Quesniaux dans Eur. J. Immunology 1987, 17, 1359-1365. Dans oe 
test lors de Tincubation avec la cyclophiline, on ajoute a la Cs a 

5 tester de la Cs liee a la BSA (serum albumine). On calcule alors la 
concentration requise pour obtenir 50 % d'inhibition (CI50) de la 
reaction temoin en absence de competiteur. Les resultats sont 
exprimes par Tindice de liaison IL qui est le rapport de la du 
derive et de la Clso de la CsA. Un indice de liaison (IL) de 1.0 

10 indique que le compose teste se lie aussi bien que la CsA. Une 
valeur inferieure a 1.0 indique que le derive se lie mieux que la 
CsA, de meme une valeur superieure a 1.0 signifie que le derive 
se lie moins bien a la CyP que la CsA 

15 

TABLE I 



Substance 


Structure 


IL 


IR 


UNIL 001 


CsA 


1.0 


1.0 .. 


UNIL 002 


MeVal*-Cs 


0.6 


>200 


UNIL 004 


EtVal-^-Cs 


1.0 


>200 


UNIL 007 


Melle*-Cs 


0.5 


>200 


UNIL 013 


Et ILe4-Cs 


1.3 


>200 


UNIL 014 


Et Phe(4-CH2PO(OMe)2)-Cs 


0.5 


>200 



La Cs est consid^ree etre immunosuppresive lorsque son activite 
20 dans la reaction de melange lymphocytaire (MLR) est superieure a 
5 %. La reaction (MLR) est decrite par T. Meo dans 
"Immunological methods", L. Lefkovits et B. Devis, Eds, 
Academic Prev. N.Y. pp: 227-239 (1979). 
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Des cellules de la rate (0.5.10^) provenant de souris Balb/c 
(femelles, 8 a 10 semaines) sont co-incubees 5 jours en presence de 
cellules de la rate traitees provenant de souris CBA (femelles, 8 a 
10 semaines). Ces cellules ont ete traitees par la mitomycine C ou 
5 ont ete irradiees a 2000 rads, Les cellules allogeniques de rate non 
irradiees presentent une reponse proliferative chez les cellules 
Balb/c que Ton peut mesurer par incorporation dans TADN 
d'un precurseur marque. Lorsque les cellules stimulatrices sont 
irradiees (ou traitees a la mitomycine C ) les cellules de Balb/c ne 
10 presentent plus une reponse proliferative mais conservent 
cependant leur antigenicite. La CL^ calculee dans le test de MLR 
est comparee a laCl5Q correspondant a la CsA dans une experience 
parallele. On trouve ainsi Tindice IR etant le rapport de la CI 50 
du test MLR des derives sur laCIgo de la cyclosporine A. 

15 

De la meme fa<;on que pour Tindice de liaison (IL) precedent, une 
valeur de 1.0 pour TIR signifie une activite similaire a la CsA. De 
meme, une valeur inferieure signifie une meilleure activite et 
une valeur superieure a 1.0 demontre une activite du compose 
20 inferieure a celle de la CsA. 

Une valeur dlR > 20 montre que la subtance est non- 
immunosuppressive. Les valeurs d' immunosuppression des 
derives sont donnees dans la table I. 

25 

La table 11 decrit le pourcentage de protection lors d'une infection 
par le HTV d'une lignee cellulaire CEM-SS. La protection de cette 
lignee en presence d'un derive de Cs est comparee a Tinfection 
d'une lignee cultivee en absence de derive de Cs (temoin 
30 controle). Une valeur moyenne estetabliea une concentration du 
derive de 2.10'^ molaire. La mesure de cette activite anti-HIV a ete 
effectuee par le NCI (National Cancer Institute) a Washington aux 
USA. 
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TABLE II 



15 



Subtance 


Structure 


Pourcentage de 
protection a HIV 


UNIL 002 


MeVar-Cs 


66.4 


UNIL 004 


EtVal*-Cs 


74.9 


UNIL 007 


Melle^'-Cs 


68.5 



10 



15 



Un meilleur pourcentage de protection a I'infection par le HIV 
obtenu pour le compose Et Val-'-Cs (compare aux deux autres 
references connues pour etre 10 x meilleures que la CsA) 
demontre I'avantage de la substitution par un N-ethyle en 
position 4. Cette remarque est encore plus valable lorsque I'on 
compare I'affinite a laCyP de chaque substance. On obtient pour le 
derive Et Val^-Cs une affinite a la Cyp semblable a celle de la CsA 
(IL=1.0) alors que les derives MeVal-^-Cs et Melle*-Cs demontrent 
une affinite a la Cyp superieure (IL=0.6 et 0.5 respectivement). A 
une affinite a la Cyp plus faible de EtVal*-Cs correspondant une 
activite anti-HIV plus forte . Ceci demontre bien la valeur de cette 
nouvelle derivation. 
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Substance 




^2 




R4 


Ca]f 




-CHCH3 




-H 


/ 


c=0.07. 
MeOH 

-177 


Etlle^CS 


-CJ|CH3 




-H 


\ 


c=0.05, 
MeOH 

-204 


EcThr^CS 






-H 


OH 

-< 




EtPhe^CS 






-H 




c=0.l4. 
MeOH 

-159 


EtTyr'CS 


-CHCH 




-H 






MePhe^CS 






-H 


(J 


c=0.06. 
MeOH 

-134 


MeTyrts 


-CH3 




-H 




c=0.07, 
MeOH 

-95 


D-MeAIa?EtVal^CS 




CHCH 
2 3 






c=0.l2. 
MeOH 

-145 






CHO^ 


-CI^OH 


< 





FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Substance 


1 ^2 


Rj 






■? /t 
D-MeAla£cPheCS 








c 


'=0.06. 
vteOH 

-138 


D-MeAla^-EtPhe'^(4-CH -PO(OMe) 
-2 ^ 








i— 




D-MeSe^-EtPhe^(4-CH -PO(OMe) 
^ Z 


CH CH 
Z 3 


CRCH 


-CRpH 


/ 

o 




D-MeAIiS^-EcPh<^(4-CH -PO(OH)^ 
j: 




CH CH 
2 3 


-CH_3 


^^^^^^^ 1 OH 

1 

OH 




D-McSer^-EtPhe'^v4-CH -PO(OH) 




CHCK 
Z 3 


-CH OH 
2. 


0 

N p 

OH 


1 


ELPhc^(4-CH -PO(OMe) 




CHCH. 
2 2 


-H 




c=0.05. 
MeOH 
-136 
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Substance 




^2 


''3 






E(Phe'^(4-CH -PO(OH) 
2 2 


CHCH 
Z 3 


CHCH 
^ 3 


-H 


\! ^^^^ 0 

\ p OH 

i 

OH 




EtPhe(4-CEi,C00tMefcS 


^ 3 




-H 


^^""^^^ CQOMe 


c=0.l5, 
MeOH 
-160 


D-MeAI^-EtPhe(4-CF^COOtMefcS 


CH CH 
Z 3 


CHCH 
Z S 


-CH 
S 


^^""^^^^ COOMe 




EtPhe(4-CH.C00HfcS 
2 


CH CH 
Z 3 


CH CH. 
^ 3 


-H 


cnoM 




D-MeAlJ?.EtPhe(4-CI^COOH)icS 


CHCH 
Z 3 


CH CH 
2 3 




^"^^^^ COOH 
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Rpvendications 

1) Cyclosporine de synthese caracterisee par la formule: 

X— U— Y— Z— Val-MeLeu— Ala— (D)Ala-MeLeu—MeLeu— MeVal- 
I 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11_ 



dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 

10 U est -Abu, Nva, Val, Thr 

YestSar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
Z est (N-R)aa ou aa={Val, lie, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OGj), 
Phe (G^), PheCH,(G3), Tyr (OG3)} avec R={alkyl > CH3}; 
G,= {Phenyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 

15 G2={CH2COOH, CH^COOMeCEt), CH^POCOMe)^, CH^VOiOli)^}) 
Q. (PO(OH)„ PO(OCH2CH=CH CH^COOH, CH.COOMe (Et) }. 

2) Cyclosporine selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
residu Z en position 4 est (R)Val avec R > CH3 et R < -CioHji- 

3) Cyclosporine selon I'une quelconque des revendications 
precedentes caracterisee en ce que le residu Z en position 4 est 
N-ethyle- Vahne. 

25 4) Composition pharmaceutique contenant le conapose 
caracterise par la formule: 



20 



X— u— Y— Z— Vai- MeLeu— Ala— (D) Ala— MeLeu— MeLeu— MeVal- 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 IL- 



30 
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dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 
U est -Abu, Nva, Val, Thr 

Y est Sar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
5 Z est (N-R)aa ou aa={Val, He, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OGi), 
Phe (G2), PheCHjCGa), Tyr (OG3)} avec R={alkyl > CH3}; 
Gi={Phenyie-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 
G2={CH,COOH, CHjCOOMeCEt), CH2PO(OMe)2, CH2PO(OH)2}; 
G3= {PO(OH)2, P0(CX:H2CH=CH2)2, CH,C00H, CHjCODMe (Et) }. 

10 

5) Composition pharmaceutique selon la revendication 4, 
caracterisee en ce qu'elle est associee a une solution acceptable 
au point de vue pharmaceutique. 

15 6) Utilisation de la cyclosporine selon I'une quelconque des 
revendications precedentes pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement et a la prevention du SIDA. 

7) Utilisation de la cyclosporine selon la revendication 3 pour la 
20 fabrication d'un medicament destine au traitement et a la 

prevention du SIDA. 




BNSDOCID: <WO_0001715A1J_> 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 00/01715 



PCT/IB99/0I232 




wo 00/01715 



PCT/1B99/01232 




BNSDOCID: <WO_0001715A1_L> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



T r,9>'-*§^'^"^*TION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07K7/64 A61K38/13 



Inte onal Application No 

PCT/IB 99/01232 



Accofding to Int ernational Patent Classification (IPC) or to boih nat.onal class. fica tion and IPC 
B. FIELDS SEARCHED 



Minimurn documemat^n sea^hed (classification system followed by dassif.ca.ion symbols)" 



Documentafon searched other than minimum documentat.on to t^e extent th at such documents are .nCuded .n the f.elds searched 
Uectron.c data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant 



passages 



EP 0 484 281 A (SANDOZ AG 
(CH); SANDOZ AG (DE)) 
6 May 1992 (1992-05-06) 
page 4, line 45 - line 56 



; SANDOZ LTD 



PAPAGEORGIOU C ET AL: "ANTI HIV-1 
ACTIVITY OF A HYDROPHILIC CYCLOSPORIN 
DERIVATIVE WITH IMPROVED BINDING AFFINITY 
TO CYCLOPHILIN A" 

BIOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY LETTERS 
vol. 6, no. 1, 1996, pages 23-26, 497 
XP000615812 ' 

!;°?^ 04005 A (CHEM AG C ;LUECHINGER JEAN 
M (CH)) 6 February 1997 (1997-02-06) 



I I Putler documents are listed rn the continuation of box C. 



Relevant to claim No. 



° Special categories o( cited documents : 



0 



Patent family members are listed in annex. 



"A- document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" eariier document but published on or after the international 
tiling date 

"L" docunient which may throw doubts on priority claim (s) or 
which is cited to establish the publication dale of another 
crtation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

! "P" document published prior to the international filing date but 
later than the pnority date claimed ^ 



T later document published after the international filing date 
or prionty date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underiyina the 
invention r y 

"X" document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
in 1he%rt"*^^ ^^'"^ obvious to a person skilled 

"& " document member of the same patent family 



27 September 1999 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



Date of mailing of the international search report 

04/10/1999 

Authorized officer 

Cervlgni, S 



BNSDOCID: <WO_0001715A1J_> 



internat4^al search report 



Information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Intel ?nal Application No 

PCT/IB 99/01232 



Publication 
date 



Patent family 
memDer(s) 



Publication 
date 



EP 0484281 



06-05-1992 



AT 
AU 
AU 
CA 
CS 
DE 
DE 
DK 
ES 
FI 
GR 
HK 
HU 
IL 
JP 
JP 
MX 
PT 
SK 
US 
ZA 
PL 
RU 



148469 T 
649277 B 
8692391 A 
2054590 A 
9103297 



69124459 D 
69124459 T 
484281 T 
2095926 T 
915135 A 
3022592 T 
1005741 A 
212674 B 
99912 A 
2740775 B 
5208996 A 
9101869 A 
99410 A.B 
278808 B 
5767069 A 
9108718 A 
168609 B 
2085589 C 



15-02- 

19- 05- 
07-05- 
03-05- 
13-05- 
13-03- 
10-07- 
17-02- 
01-03- 

03- 05- 
31-05- 
22-01- 
30-09- 
12-09- 

15- 04- 

20- 08- 
01-04- 
30-09- 

04- 03- 

16- 06- 
03-05- 
29-03- 
27-07- 



1997 
1994 
1992 
1992 
1992 
1997 
1997 
1997 
1997 
1992 
1997 
1999 
1996 
■1996 
1998 
•1993 
-1993 
-1992 
■1998 
-1998 
-1993 
-1996 
-1997 



WO 9704005 



06-02-1997 



AU 
BR 
CA 
CN 
CZ 
EP 
HU 
NO 
PL 



6700196 
9609795 
2226880 
1192750 
9800051 
0842191 
9900405 
980195 
324531 



18-02- 
16-03- 
06-02- 
09-09- 
15-04- 
20-05- 
28-06- 
15-01- 
08-06- 



1997 
1999 
1997 
1998 
1998 
1998 
1999 
1998 
1998 



Foim PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 
8NSDOCID: <WO_<XX)1715A1_L> 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



A. CLASSEMENT DE L OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 C07K7/^4 A61K38/13 



Der *e Internationale No 

PCT/IB 99/01232 



Selon la ciassifrcation intemationale des brevets (CIB) ou a la tois selon la classification nalionale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C07K A61K 



Documentation consuttee autre que la documentation mm.male dans ta mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees. et si realisable. 



termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant. t'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



EP 0 484 281 A (SANDOZ AG ;SANDOZ LTD 
(CH); SANDOZ AG (DE)) 
6 ma1 1992 (1992-05-06) 
page 4, ligne 45 - ligne 56 

PAPAGEORGIOU C ET AL: "ANTI HIV-1 
ACTIVITY OF A HYDROPHILIC CYCLOSPORIN 
DERIVATIVE WITH IMPROVED BINDING AFFINITY 
TO CYCLOPHILIN A" 

BIOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY LETTERS 
vol. 6, no. 1, 1996, pages 23-26, 497 
XP000615812 

WO 97 04005 A (CHEM AG C ;LUECHINGER JEAN 
M (CH)) 6 fevrier 1997 (1997-02-06) 



I Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



Categories speciales de documents cites: 



document definissant I'etat general de la technique, non 
considers comme particulierement pertinent 

document anterieur. mais publie a la date de depot international 
ou apres cette date 

document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorile ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciaie (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orale. a un usage a 

une exposition ou tous autres moyens 
■P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a ta date de priorite revendiquee 



T document utteneur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituent la base de I'invention 



"X" 



document particulierement pertinent: I'inven tion revendiquee ne peut 
etre constderee comme nouvelle ou comme impliquani une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre constderee comme tmpliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partte de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationale a ete effectivement achevee 



27 septembre 1999 



Nom et adresse postale de I'admtnistration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV flijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 

04/10/1999 



Fonctionnaire autorise 



Cervigni , S 



Formuiaire PCT/iSA/2iO (deuxieme feudle) (juillet 1992) 



BNSDOCID:<WO___0001715A1 I > 



RAPPORT DE RECllBk:HE INTERNATIONALE 

Renselgnements relatlls aux membresde famtlles de brevets 



Oen e Internationale No 

PCT/IB 99/01232 



Membre(s) de ta 
famine de brevet(s) 


Date de 
publication 


AT 


148469 


T 


1 ^-02-1 QQ7 


AIJ 


649277 


B 




Ati 


8692391 


A 


ny-nR-l QQ2 


TA 


2054590 


A 


Uo u3 i77c. 


v.* o 


9103297 


A 


1 'i-nc^-l QQ2 




69124469 


D 


1 o_n7-l QQ7 

Uo 177/ 


DF 


69124459 


T 


1 0-07-1 QQ7 

i U U / 177 / 




484281 


T 


1 7-02-1 QQ7 

i / \JC. 1 77 / 




2095926 


T 


m -O*^-! QQ7 

Ul 177/ 


FT 

r 1 


915135 


A 


n'^-OCi-l QQ2 

VJj Uj l77^ 


flR 


«,>U ^ C •J ^ ^ 


T 


7 1 -0^-1 QQ7 

^1 UO 177/ 


MK 
riN 


1005741 


A 


99—01 —1 QQQ 

C.C. \J\. 1777 


MM 
nu 


212674 


B 


U7 i77U 


T| 


99912 


A 


1 9— OQ— 1 QQfi 

U7 i77D 


U 1 


2740775 


6 


1 i;— 04-1 QQft 
ID U4 l770 


JP 


5208996 


A 


90— Oft-1 QQ7 

UO 1 7 70 


MX 


9101869 


A 


Ol — OZl— 1 QQ*^ 
Ul UH l770 


PT 


99410 


A,B 


90—00-1 QQ9 

OU U7 i77t 


SK 


278808 


B 


04-03-1998 


US 


5767069 


A 


16-06-1998 


ZA 


9108718 


A 


03-05-1993 


PL 


168609 


B 


29-03-1996 


RU 


2085589 


C 


27-07-1997 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



EP 0484281 



06-05-1992 



WO 9704005 



06-02-1997 



AU 


6700196 


A 


18- 


-02- 


1997 


BR 


9609795 


A 


16- 


-03- 


1999 


CA 


2226880 


A 


06- 


-02- 


1997 


CN 


1192750 


A 


09- 


-09- 


•1998 


CZ 


9800051 


A 


15- 


-04- 


•1998 


EP 


0842191 


A 


20- 


-05- 


•1998 


HU 


9900405 


A 


28- 


-06- 


-1999 


NO 


980195 


A 


15- 


-01- 


-1998 


PL 


324531 


A 


08- 


-06- 


-1998 



Formutaire PCT/lSA/210 (annexe families do brevets) (juillet 1992) 



: <WO_000 1 7 1 5A1 



